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Abstract: Liver disease is frequently asymptomatic, challenging early identification in the primary 

care setting. The fibrosis 4 (FIB4) index is a liver fibrosis biomarker that is a potential alternative to 

liver biopsy for diagnosing and managing liver disease. This study aimed to calculate the FIB4 index 

for  screening  individuals  at  high  risk  of  liver  disease  at  the  community  level.  This  was  a 

retrospective real‐world study analyzing blood and serum  test results from a central  laboratory. 

The primary outcome was the number of individuals within each risk category for hepatic fibrosis: 

high risk (FIB4 ≥ 3.25) and low risk (FIB4 < 1.3). The analysis included samples from 31,753 patients, 

of which 18,102 were aged 40  to 75 years.  In  these patients,  the FIB4  index had been explicitly 

requested in 1852 (10.2%) cases and estimated ad hoc in the rest. Of the 263 (1.5%) cases with FIB4 

≥ 3.25, the FIB4 index was requested in 46 (17.5%), and 52 (19.8%) showed evidence of liver fibrosis 

in their medical records, while the rest did not report any data regarding  liver fibrosis. FIB4  is a 

simple score that can play a role as a “red flag” for early identification of patients at high risk of 

advanced liver fibrosis and their referral to specialized care. 

Keywords: chronic  liver disease;  liver fibrosis; metabolic associated fatty  liver disease (MAFLD); 

screening; fibrosis 4 score 

 

1. Introduction 

Chronic liver disease is a major cause of mortality globally and leads to a substantial 

healthcare burden. The causes of  liver disease may vary depending on  the region and 

patient’s  age,  but  viral  hepatitis  infections,  metabolic‐associated  fatty  liver  disease 
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(MAFLD), and alcohol consumption are the most common etiologic agents. Regardless of 

the cause, chronic liver disease often presents asymptomatically until advanced phases, 

when liver damage is irreversible and therapy can only slow or stop progression of the 

disease [1,2]. 

Early diagnosis of liver disease, particularly in the primary care setting, is a mainstay 

to  change  this undesirable  scenario. Traditionally,  liver disease  is  suspected  from  the 

elevation of hepatic enzymes and further confirmed by liver biopsy. However, frequently, 

patients with advanced  liver disease do not show  liver enzyme alterations precluding 

suspicions for deciding its diagnosis. 

MAFLD is the leading cause of chronic liver disease worldwide, affecting 17% to 46% 

of adults in high‐income countries. The prevalence of MAFLD strongly correlates with the 

global burden of obesity and  type 2 diabetes mellitus  (T2DM),  the most  common  risk 

factors for this condition [3]. In normal weight individuals, the prevalence of MAFLD may 

reach 7%, including those with normal levels of liver enzymes [3,4]. While MAFLD has a 

relatively benign prognosis, patients with non‐alcoholic steatohepatitis (NASH) are at risk 

of developing progressive fibrosis and eventually cirrhosis. These patients often remain 

asymptomatic until  they develop end‐stage  liver disease. Liver  fibrosis  is  the strongest 

predictor of clinically meaningful outcomes, including decompensation, liver cancer, and 

overall mortality [5]. 

Liver  biopsy  is  an  invasive  procedure  that  leads  to  complications  [6]  and  has  a 

significant diagnostic error  rate  [7,8],  limiting  its use  for screening  liver disease  in  the 

general  population.  In  recent  years,  non‐invasive  markers  or  techniques  have  been 

proposed  for  the  study of  liver disease,  such as positron  emission  tomography  (PET), 

magnetic  resonance  (MR)  imaging,  and,  especially,  transient  elastography  (TE).  TE 

assesses liver stiffness [9] and has proven to be cost‐effective for a population screening 

of liver fibrosis [10], but it is not available in all healthcare settings, and some factors may 

alter its performance (e.g., obesity, post‐prandial testing). 

Alternatively,  the degree of  liver  fibrosis  can be measured using well‐established 

panels  of  serum  markers  determined  in  routine  assessments.  Current  international 

guidelines for hepatitis C treatment support the use of biochemical indexes to assess the 

extent of hepatic fibrosis [9,11–13]. Additionally, some authors have suggested their utility 

for  identifying  individuals  at  high  risk  of  severe  liver disease  [14].  Indexes  based  on 

serological markers  perform well  in  the  identification  of  advanced  fibrosis/cirrhosis. 

Although their utility in resolving intermediate degrees of fibrosis is limited [9], for some 

(e.g., aspartate aminotransferase‐to‐platelet ratio index [APRI] and fibrosis 4 [FIB4] score), 

several  cut‐off  values  have  been  proposed  to  establish  different  stages  of  fibrosis  in 

patients with chronic hepatitis C or NASH [15–21]. The FIB4 index, originally proposed 

to help assess hepatic fibrosis in patients with human immunodeficiency virus (HIV) and 

hepatitis C virus (HCV) coinfection [22], can be calculated from age and three parameters 

obtained  in  routine  laboratory  assessments:  alanine  aminotransferase  (ALT),  aspartate 

aminotransferase (AST), and platelet count. 

Taken together, current evidence highlights the importance of identifying high‐risk 

patients  in routine practice  [23]. Given  its simplicity, availability, and affordability, the 

FIB4 index has been proposed by the World Health Organization and various scientific 

associations as an alternative method to identify liver fibrosis in countries with limited 

access to specific fibrosis serum panels or electrographic physical methods [24]. However, 

areas with central laboratories that process many blood samples in a routine primary care 

setting have the opportunity to use FIB4 as a sentinel index to screen individuals at high 

risk of  liver disease at  the community  level. Therefore, we aimed  to calculate  the FIB4 

index in adult subjects whose blood was drawn under routine care. 
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2. Materials and Methods 

2.1. Study Design and Data Sources 

In this retrospective real‐world study, we analyzed blood and serum samples from 

non‐selected patients from the city of Barcelona covered by the public healthcare system 

and  regularly monitored at  the  analytical  level at  the Vall d’Hebron Hospital Clinical 

Laboratories  between  15 April  and  27  June  2019.  These  laboratories  provide  in  vitro 

diagnostic services  to Vall d’Hebron University Hospital  (1200 beds) and  to  the entire 

population of Barcelona managed by  the public healthcare  system  (1.3 million people 

attending  approximately  100  healthcare  centers).  All  samples  with  the  parameters 

available (i.e., ALT, AST, platelet count, and age) for FIB4 estimation were included for 

the analysis. If the same patient showed several results, all samples except the first one, 

based on the date it was ordered, were excluded. Additionally, all samples with ALT ≥ 

400 IU/L were excluded to prevent high FIB4 levels due to an artifact caused by acute liver 

disease [25,26]. 

To simplify and increase the efficiency of requesting analytical tests in a routine care 

setting, the Catalonian Health System has implemented a set of Primary Care Protocols 

(PCPs) with multiple tests. Community clinicians can request those PCPs that better suit 

each clinical situation or diagnostic suspicion. PCPs 18 and 19 include the FIB4 index. For 

this study, the FIB4 index was estimated in all patients with ALT, AST, platelet count, and 

age  available,  regardless  of  whether  FIB4  was  explicitly  requested  (Table  S1, 

Supplementary Materials). 

All samples were collected during routine care, and data were handled according to 

the General Data Protection Regulation 2016/679 on data protection and privacy for all 

individuals  within  the  European  Union.  This  study  was  approved  by  the  Ethics 

Committee of Vall d’Hebron Hospital. 

2.2. Study Outcomes and FIB4 Estimate 

The primary outcome was the number of patients with an FIB4 index within each 

risk stratum: high risk (FIB4 ≥ 3.25) and low risk (FIB4 < 1.3). For individuals with high‐

risk values, we also analyzed the percentage of samples in which the FIB4 index had been 

requested. 

However, in order to focus the study on those patients most likely to develop hepatic 

fibrosis, and because older age may lead to falsely high FIB4 results, a subanalysis was 

conducted in samples from patients aged 40 to 75 years (i.e., the age range recommended 

by the American College of Cardiology/American Heart Association for managing blood 

cholesterol concerning the risk factors  for atherosclerotic cardiovascular disease, which 

shares common characteristics with MAFLD and NASH) [27]. 

The FIB4 index was estimated as follows (age in years, ALT and AST in IU/L, and 

platelet count in 109/L): 

𝐹𝐼𝐵4 𝑖𝑛𝑑𝑒𝑥 ൌ
ሺ𝑎𝑔𝑒 x 𝐴𝑆𝑇ሻ

𝑝𝑙𝑎𝑡𝑒𝑙𝑒𝑡 𝑐𝑜𝑢𝑛𝑡 x √𝐴𝐿𝑇
 

2.3. Statistical Analysis 

Quantitative variables were described using measures of central tendency (mean and 

median) and skewness (standard deviation [SD] and range), whereas categorical variables 

were described as the frequency and percentage over available data. Means of laboratory 

parameters  from patients  in each  stratum of  the FIB4  index were  compared using  the 

Student’s t‐test. The threshold for statistical significance was set at a two‐sided alpha value 

of 0.05. “R” package version 3.6.1 was used for database debugging and selecting the cases 

to be included in the analysis and for all statistical analyses. 
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3. Results 

3.1. Patients Included and Their Distribution According to the FIB4 Index 

During  the  study period, our  laboratory  received blood and  serum  samples  from 

31,753 patients (41.8% males) whose FIB4 was calculated. Of them, 18,102 (43.2% males) 

were aged between 40 and 75 years. The FIB4 estimate was requested by the physician in 

1852 (10.2%) cases, while in the remaining 16,250, the index was calculated ad hoc for the 

purpose of the study. An FIB4 ≥ 3.25 was detected in 293 (1.6%) cases (66.9% males); in 50 

(2.7%),  FIB4  was  originally  requested.  Twenty‐six  of  the  ad  hoc  cases  had  platelet 

aggregates (an artifact situation for FIB4 calculation), and four with muscle disturbances 

were reassigned to the low‐risk groups once the platelet count was measured in citrated 

blood. After these corrections, the number of patients with advanced fibrosis across risk 

strata was 263 (1.5%) with FIB4 ≥ 3.25, 11,091 (61.2%) with FIB4 < 1.3, and 6748 (37.2%) 

with 1.3 ≤ FIB4 < 3.25. 

Table 1 summarizes the distribution of the main biochemical parameters in the entire 

sample, in the subpopulation aged 40 to 75 years, and across all FIB4 cut‐off values. AST 

and  ALT  levels  significantly  increased  with  higher  FIB4  values.  The  corresponding 

comparisons  for glucose  and  triglycerides were  limited by  the  remarkable number of 

unavailable data. 

Table 1. Biochemical parameters distributed by FIB4 cut‐offs  (A)  in all  the population 

affected (N = 31,753) and (B) in the subset of patients aged 40 to 75 years (N = 18,102). 

(A) FIB4 

All the   

Population 

  FIB4 < 1.3 
FIB4   

1.3–3.25 
FIB4 > 3.25  p 

N = 31,753  N  18,957  11,808  988   

AST (IU/L) 

Mean  24.0  26.5  49.4 

<0.0001 †,‡,§ 
Median  22  23  29 

Range  4–399  9–828  11–559 

SD  10.8  19.6  76.0 

ALT (IU/L) 

Mean  24.5  22.8  34.5 

<0.0001 †,‡,§ 
Median  19  18  18 

Range  3–713  3–740  3–537 

SD  20.4  32.0  73.8 

Glucose 

(mg/dL) 

Mean  93.8  100.1  99.1 

<0.0001 †,‡ 

ns § 

Median  87  92  90 

Range  28–500  36–145  49–310 

SD  29.0  28.2  30.8 

Triglycerides 

(mg/dL) 

Mean  130  123  130.4 
<0.0001 † 

0.04 ‡ 

ns § 

Median  105  105  98 

Range  24–999  24–998  39–984 

SD  103.5  75.8  89.3 

(B) FIB4   

Age 40–75 
  FIB4 < 1.3 

FIB4 

1.3–3.25 
FIB4 > 3.25  p 

N = 18,102  N  11,091  6748  263   

AST (IU/L) 

Mean  23.1  28.5  75.3 

<0.0001 †,‡,§ 
Median  22  25  50 

Range  6–128  10–307  13–392 

SD  7.8  18.7  72.3 

ALT (IU/L) 

Mean  25.2  26.1  53.0 
<0.001 † 

<0.0001 ‡,§ 
Median  21  20  35 

Range  4–346  3–326  4–398 
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SD  15.7  26.6  63.0 

Glucose 

(mg/dL) 

Mean  99.1  99.0  106.0 

ns † 

<0.01 ‡,§ 

Median  90  92  93 

Range  33–500  38–344  58–310 

SD  31.5  27.7  41.4 

Triglycerides 

(mg/dL) 

Mean  141.9  125.9  158.7 
<0.0001 † 

ns § 

<0.01 § 

Median  116  105  108 

Range  26–996  24–998  41–984 

SD  104.4  84.0  140.7 
† p FIB4 < 1.3 vs. 1.3 ≤ FIB4 < 3.25; ‡ p FIB4 < 1.3 vs. FIB4 ≥ 3.25; § p 1.3 ≤ FIB4 <3.25 vs. FIB4 ≥ 3.25. 

ALT, alanine aminotransferase; AST, aspartate aminotransferase; FIB4, fibrosis 4 score; ns, not 

significant. 

Table S1 shows the distribution of FIB4 cut‐offs for each PCP. Of all requested PCPs, 

43,513 (94.2%) corresponded to six well‐defined clinical settings: diabetes, liver diseases, 

hypercholesterolemia,  arterial  hypertension,  thyroid  pathology,  and  anemia, with  an 

additional  group  named  “Basic  Health  studies”,  which  included  several  health 

conditions. In these clinical settings, 519 cases of FIB4 ≥ 3.25 were detected when FIB4 was 

analyzed ad hoc, due to the “screening” strategy (Table 2). 

Table 2. Summary of data of FIB4 requested and added according to the clinical setting. 

Clinical   

Setting 

Total 

FIB4 

FIB4 ≥ 

3.25 

FIB4 

Requested 

% FIB4 

Requested 

FIB4 ≥3.25   

Requested 

% FIB4 ≥3.25 

Requested 

FIB4 

Ad Hoc 

% FIB4 

Ad Hoc 

FIB4 ≥ 

3.25 Ad 

Hoc 

% FIB 4 ≥ 

3.25 Ad 

Hoc 

Diabetes  4929  99  658  13.3  21  3.2  4271  86.7  78  1.8 

Liver  5077  98  2094  41.2  54  2.3  2983  58.8  44  1.5 

Hypercholes

terolemia 
11,981  169  1203  10.1  35  2.9  10,775  89.9  134  1.2 

Arterial 

hypertensio

n 

5392  97  776  14.4  15  1.9  4616  85.6  82  1.8 

Thyroid  6079  75  902  14.8  14  1.6  5177  85.2  61  1.2 

Basic Health 

Study 
9310  144  1271  13.7  35  2.8  8039  86.3  109  1.4 

Anemia  745  13  174  23.4  2  1.1  571  76.6  11  1.9 

Total  43,513  695  7081  16.3  176  2.5  36432  83.7  519  1.4 

FIB4, fibrosis 4 score. 

More than one PCP was frequently requested in the same patient, resulting in 1871 

PCP  combinations  in 15,396 patients.  In 756  (4.9%)  cases, only  the Basic Health  study 

(PCP24)  was  requested,  precluding  estimation  of  the  FIB4  index  (Supplementary 

Materials Table S2). 

3.2. Medical Records of Patients with FIB4 ≥ 3.25 

Table 3 summarizes the frequency of FIB4 requests and evidence of liver fibrosis in 

patients’ medical records (i.e., confirmed by TE, MR, or sonography) among individuals 

with FIB4 ≥ 3.25. Medical records (MedRecs) were available for 242 patients, of which 190 

(79%)  lacked evidence of  liver  fibrosis, suggesting  that  it was not previously assessed. 

Only 13 (28%) cases with requested FIB4 and 39 (18%) with ad hoc estimated FIB4 reported 

evidence of liver fibrosis. 
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Table 3. Evidence of liver fibrosis in medical records of cases with FIB4 ≥ 3.25 according 

to FIB4  (requested or not) and  its etiology. A: With evidence of  fibrosis  in  the medical 

record (based on transient elastography, magnetic resonance, and/or sonography results). 

B: Without evidence of fibrosis in the medical record. C: No medical records available. 

  N  FIB4 Requested 
FIB4 

ad hoc 

Total number of cases with FIB4 ≥3.25  263  46 (17%)  217 (3%) 

(A) Evidence of fibrosis  52  13 (28%)  39 (18%) 

Etiology       

Alcohol  27  7  20 † 

HCV  8  0  8 

HBV  1  0  1 

MAFLD  3  0  3 

At least two of T2DM/AH/DL/obesity  10  4  6 

Hypercholesterolemia  1  0  1 

Other diagnosis    2  2  0 

(B) No evidence of fibrosis  190  31 (67%)  159 (73%) 

Etiology       

Alcohol  40  5  35 ‡ 

HCV  15  5  10 

HBV  4  1  3 

MAFLD  13  4  9 

At least two of T2DM/AH/DL/obesity  67  10  57 

Autoimmune liver disease  2  0  2 

Ascites  1  0  1 

Arterial hypertension  12  1  11 

Hypercholesterolemia  3  1  2 

Hypothyroidism  1  0  1 

Unclassified thrombocytopenia  2  0  2 

Oncologic treatment/hematologic illness  6  1  5 

Other diagnosis    24  3  21 

(C) Medical records not available  21  2  19 
† Two cases with HCV infection and one case with HBV infection; ‡ Two cases with HBV infection. 

Abbreviations: AH, arterial hypertension; DL, dyslipidemia; T2DM, type 2 diabetes mellitus; FIB4, 

fibrosis 4; HBV, hepatitis B virus; HCV, hepatitis C virus; MAFLD, metabolic‐associated fatty liver 

disease. 

Seventy‐two  (38%) cases without  reported evidence of  liver  fibrosis  (57 without a 

FIB4  request)  showed  conditions  strongly  associated with  a  high  likelihood  of  liver 

fibrosis, including alcohol consumption, HCV chronic infection, HBV chronic infection, 

and MAFLD  (Table 3). The FIB4  index could be an  indicator  for emphasizing  lifestyle 

changes,  improving  the  management  of  other  diseases,  or  decreasing  alcohol 

consumption in the primary care setting. 

Of 52 patients with evidence of fibrosis in their MedRecs, 10 had been diagnosed with 

T2DM, arterial hypertension, dyslipidemia, and/or obesity. Of the 190 patients with no 

MedRec evidence of fibrosis, 67 had the same diagnosis, but FIB4 was requested only for 

10 of them (Table 3). Altogether, in 77 cases with several well‐known and diagnosed risk 

factors, FIB4 may be a useful tool for understanding liver function. 

Overall, 185 (81%) cases showed PCP combinations related with suspected metabolic 

syndrome. However, metabolic  syndrome was  reported  in  the MedRec  for only 92 of 

them.  In  fact,  in  13  cases  in which  no  PCPs  related with metabolic  syndrome were 

requested,  the presence of related diagnoses was  identified,  including eight cases with 
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arterial hypertension (four with diabetes) and five with other comorbidities. In fact, after 

reviewing  their MedRecs,  111  (42%)  of  the  263 patients with  FIB4  ≥  3.25 had  records 

associated with metabolic syndrome. 

4. Discussion 

In highly populated areas, major laboratories often centralize thousands of routine 

care tests. In this regard, our laboratory provides in vitro diagnostic services to the entire 

population of  the city of Barcelona managed by public healthcare  (1.3 million people). 

This scenario facilitates the implementation of screening programs in community health, 

which faces significant challenges due to the wide range of clinical situations. 

Most patients with  asymptomatic  liver disease  are managed  in  the primary  care 

setting, a condition that often remains undetected. In light of this scenario, the systematic 

use of blood tests as a screening tool may become a mainstay to uncover hidden cases. 

The utility of blood tests for identifying advanced fibrosis was recently confirmed by Chan 

et al. in a retrospective cohort of 759 patients with biopsy‐proven MAFLD, even in a two‐

step strategy by combining blood tests with Liver Stiffness Measurements [28]. After this 

validation,  and  taking  advantage of our  activity  as  a  central  laboratory  for  the whole 

Barcelona city population, we thought it would be interesting to directly apply the said 

blood test, such as the FIB4 index, as a screening process for the risk of advanced liver 

fibrosis in a real‐world cohort. 

In this study, we selected the FIB4 ≥ 3.25 cut‐off to indicate possible advanced fibrosis 

[22,29]. This cut‐off, originally validated for HCV  infection, has also been validated for 

other pathologies, like hepatitis B [30] and MAFLD [31]. 

Our strategy allowed us to identify 263 (1.5%) cases of potentially advanced fibrosis 

that should be evaluated for liver disease [31]. The significant increase in aminotransferase 

levels observed when FIB4 ≥ 3.25 seems to agree with other findings indicating that this 

index evidences liver pathology [32,33]. Moreover, FIB4 < 1.3 was observed in 61.4% of 

individuals who could be directly managed in a primary care setting [31]. Thus, focusing 

on  the  range  of  40–75  years  of  our  population,  it  can  be  inferred  that  this  screening 

strategy,  in one year, could allow  identification of nearly 1500 patients at high  risk of 

advanced fibrosis [31]. 

Given the asymptomatic nature of the liver disease, the rate of FIB4 requests observed 

was very low, irrespective of FIB4 values. Most cases with a high risk of advanced fibrosis 

were detected without prior FIB4  request and after  requesting PCPs  corresponding  to 

specific clinical situations  (i.e., diabetes,  liver pathology, hypercholesterolemia, arterial 

hypertension, thyroid pathology, and anemia), suggesting the involvement of metabolic 

syndrome. In fact, after reviewing patients’ medical records, we found that 42% of cases 

with FIB4 ≥ 3.25 were associated with metabolic syndrome. 

In our study, only a minority of patients with FIB4 ≥ 3.25 had previously documented 

evidence of liver fibrosis, suggesting a lack of suspicion about this pathology. According 

to MedRec, in 190 (72%) of these cases, FIB4 was the first sign of possible progression to 

liver fibrosis and, of these, only 72 (38%) had conditions associated with a higher risk of 

liver fibrosis (alcohol consumption, viral hepatitis, or liver steatosis). The lack of records 

highlights the difficulties of community health doctors in obtaining clinical information. 

Our data suggest that most of these patients could have a major problem due to advanced 

liver  fibrosis  not  previously  identified.  Therefore,  in  62%  of  these  cases,  FIB4  ≥  3.25 

represented the first warning to consider the presence of liver fibrosis, mainly as the result 

of the inclusion of this index (83%). A similar benefit was observed in viral hepatitis C and 

B cases, especially in those without previous evidence of liver fibrosis. Thus, referring this 

group of patients  to more specialized care must be considered. We can assume  that  in 

non‐requested FIB4 ≥ 3.25 cases detected in PCP studies related with liver pathology, this 

index  would  probably  be  requested  at  some  point  during  liver  disease monitoring. 

However, this value was likely to remain unnoticed in the remaining cases, preventing 

specialist referral. 
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MAFLD is considered the liver manifestation of metabolic syndrome [34] and might 

be strongly associated with FIB4 ≥ 3.25 cases [35]. Based on MedRec, of the 263 cases with 

FIB4 ≥ 3.25, only 16 had a prior MAFLD diagnosis, 13 without documented evidence of 

liver fibrosis. This finding seems to reinforce the usefulness of the FIB4 index as a first 

warning to explore the possibility of liver fibrosis. Three of the main six clinical scenarios 

observed  in  PCP  requests  (diabetes,  dyslipidemia,  and  hypothyroidism)  have  been 

associated with MAFLD [3]. These data strongly support the benefit of this inexpensive 

screening  strategy,  allowing  patients with  these  clinical  conditions  to  receive  optimal 

management. 

Nevertheless,  in patients aged 40–75 years,  intermediate FIB4 values  (≥1.3  to 3.25) 

would  probably  have  been  detected  in  about  33,000  yearly  cases,  which  could  be 

reclassified using the enhanced liver fibrosis (ELF) serum marker. However, the ELF test 

is currently expensive, and the cost‐effectiveness of this measure is yet to be confirmed 

(27). In this regard, some partial strategies targeting high‐risk groups of patients, such as 

those with metabolic syndrome, could be explored. For instance, a more intensive follow‐

up can be recommended by measuring FIB4 periodically to detect a high risk of advanced 

liver fibrosis before clinical onset [14] and keeping common associated risk factors under 

control, such as T2DM, obesity, and dyslipidemia. 

Routine  screening  for  liver  fibrosis  is  controversial and,  from a practical point of 

view, this study’s design represents a kind of “community screening”. The EASL–EASD–

EASO Guidelines  [4] have raised concerns regarding  the need  for community MAFLD 

screening  and  highlighted  the  need  for  validated  cost‐utility  studies  on  extensive 

screening programs because of their prognostic  implications of MAFLD progression to 

NASH―particularly  associated  with  advanced  fibrosis―indicating  that  it  should  be 

identified  in patients at  risk. Additionally,  they  [3] have established  that MAFLD and 

NASH should be suspected in patients with T2DM, indicating that the clinical decision 

must be supported by FIB4 or MAFLD fibrosis scores, in addition to vibration‐controlled 

transient elastography (VCTE), which is more sensitive than FIB4 but much more complex 

and  expensive  [36,37]. A  combination of both  strategies  could be  applied:  initial FIB4 

screening at  the community  level,  followed by an additional  testing, such as VCTE,  in 

specialized facilities for FIB4 ≥ 3.25 cases, or even for FIB4 ≥ 1.3 cases. Other recent non‐

invasive, multiparametric, ultrasound‐based tools are able to quantify both steatosis and 

fibrosis [38–40]. This strategy can be complemented by ELF testing [31]. 

The systematic implementation of the strategy described in this study could help to 

identify liver fibrosis in the general population, which accounts for 1.5% according to our 

study,  representing  a  sound  argument  for  engaging  policymakers  in  addressing  the 

serious problem of liver fibrosis related with different liver pathologies (viral hepatitis, 

MAFLD, etc.). Given its real‐world nature, our study lacks additional demographic and 

clinical data of patients,  such as body mass  index or waist  circumference, which may 

provide  information  on  potential  obesity.  Further  analyses  will  be  conducted  to 

investigate these data. 

5. Conclusions 

In conclusion, the FIB4 index assessment is a potential screening tool in the primary 

care setting. This non‐invasive marker is affordable and could identify individuals who 

need assessment of liver fibrosis, representing a “red flag” for primary care physicians in 

order to increase awareness of liver diseases. This strategy, combined with further liver 

stiffness measurements, could improve the diagnosis of early liver disease. 

Supplementary  Materials:  The  following  are  available  online  at 

www.mdpi.com/article/10.3390/diagnostics11122236/s1: Table S1: Primary Care Protocols  (PCPs) 

distribution  of  FIB4  studies  performed,  Table  S2:  Primary  Care  Protocol  (PCP)  combinations 

requested in more than 100 patients. 



Diagnostics 2021, 11, 2236  9  of  11 
 

 

Author Contributions: Conceptualization  and methodology, A.B.‐G., P.G.‐M., F.R.‐A., Y.V.  and 

F.R.‐F.; software, A.B.‐G. and F.R.‐A.; validation and formal analysis, A.B.‐G., P.G.‐M., F.R.‐A., Y.V. 

and  F.R.‐F.;  investigation, A.B.‐G.,  P.G.‐M.,  F.R.‐A.,  Y.V., M.B.,  R.L.‐M.,  S.A.,  B.E.  and  F.R.‐F.; 

resources, M.B., E.C., R.F.‐C. and F.R.‐F.; data curation, A.B.‐G., P.G.‐M., F.R.‐A., Y.V. and F.R.‐F.; 

writing‐original draft preparation, A.B.‐G., P.G.‐M., F.R.‐A., Y.V., M.B., B.E., R.F‐C.  and F.R.‐F.; 

writing‐review and editing, A.B.‐G., P.G.‐M., F.R.‐A., Y.V., M.B., R.L.‐M., S.A., M.P., L.‐M.C., A.R.‐

S., B.E., M.R., E.C., R.F.‐C. and F.R.‐F.; visualization, A.B.‐G., P.G.‐M., F.R.‐A., Y.V., M.B., R.L.‐M., 

S.A., M.P., L.‐M.C., A.R.‐S., B.E., M.R., E.C., R.F.‐C. and F.R.‐F.; supervision, R.F.‐C. and F.R.‐F.; 

project  administration, M.B., E.C., R.F.‐C.  and  F.R.‐F. All  authors  have  read  and  agreed  to  the 

published version of the manuscript. 

Funding: None to report. 

Institutional Review Board Statement: The study was conducted according to the guidelines of the 

Declaration of Helsinki, and approved by the Ethics Committee of Vall d’Hebron Hospital on 26 

February 2021 (protocol code PR(AG)429/2020). 

Informed Consent Statement: Patient consent was waived because FIB4 was calculated from data 

already requested by the patient’s physicians and described in routine analytical reports without 

any additional blood sampling or testing required. 

Data Availability Statement: The data that support the findings of this article are available from 
the corresponding authors on reasonable request. 

Acknowledgments: We thank the i2e3 Biomedical Research Institute for providing medical writing 

assistance on behalf of BioClever 2005, S.L., funded by Gilead Sciences. 

Conflicts of Interest: M.R. has received honoraria from Gilead, and fees as speaker from Gilead and 

Grifols; M.B. has received honoraria from Gilead. The rest of the authors declare that they have no 

conflict of interest. 

References 

1. Cotter, T.; Rinella, M. Nonalcoholic Fatty Liver Disease 2020: The State of the Disease. Gastroenterology 2020, 158, 1851–1864, 

doi:10.1053/J.GASTRO.2020.01.052. 

2. Eslam, M.; Sanyal, A.J.; George, J. MAFLD: A Consensus‐Driven Proposed Nomenclature for Metabolic Associated Fatty Liver 

Disease. Gastroenterology 2020, 158, 1999–2014, doi:10.1053/J.GASTRO.2019.11.312. 

3. Chalasani, N.; Younossi, Z.; Lavine,  J.E.; Charlton, M.; Cusi, K.; Rinella, M.; Harrison,  S.A.; Brunt, E.M.;  Sanyal, A.J. The 

diagnosis and management of nonalcoholic fatty liver disease: Practice guidance from the American Association for the Study 

of Liver Diseases. Hepatology 2018, 67, 328–357, doi:10.1002/hep.29367. 

4. Marchesini, G.; Day, C.P.; Dufour, J.F.; Canbay, A.; Nobili, V.; Ratziu, V.; Tilg, H.; Roden, M.; Gastaldelli, A.; Yki‐Jarvinen, H.; 

et al. EASL‐EASD‐EASO Clinical Practice Guidelines for the management of non‐alcoholic fatty liver disease. J. Hepatol. 2016, 

64, 1388–1402, doi:10.1016/j.jhep.2015.11.004. 

5. Thiagarajan, P.; Chalmers, J.; Guha, I.N.; James, M.W. Detecting chronic liver disease: Are liver function tests the solution? Br. 

J. Hosp. Med. 2020, 81, 1–8, doi:10.12968/hmed.2019.0308. 

6. Perrault, J.; McGill, D.B.; Ott, B.J.; Taylor, W.F. Liver biopsy: Complications in 1000 inpatients and outpatients. Gastroenterology 

1978, 74, 103–106, doi:10.1016/0016‐5085(78)90364‐5. 

7. Wai, C.; Greenson, J.K.; Fontana, R.J.; Kalbfleisch, J.D.; Marrero, J.A.; Conjeevaram, H.S.; Lok, A.S. A simple noninvasive index 

can  predict  both  significant  fibrosis  and  cirrhosis  in  patients  with  chronic  hepatitis  C.  Hepatology.  2003,  38,  518–526, 

doi:10.1002/hep.20099.PMID. 

8. Rossi, E.; Adams, L.A.; Bulsara, M.; Jeffrey, G.P. Assessing liver fibrosis with serum marker models. Clin. Biochem. Rev. 2007, 28, 

3–10. 

9. Wang, L.; Wang, M.; Zhao, W.; Shi, Y.; Sun, Y.; Wu, X.; You, H.; Jia, J. Key points of 2015 EASL‐ALEH clinical practice guidelines: 

Non invasive tests for evaluation of liver severity and prognosis. J. Hepatol. 2015, 63, 237–264. 

10. Serra‐Burriel, M.; Graupera, I.; Torán, P.; Thiele, M.; Roulot, D.; Wai‐Sun Wong, V.; Neil Guha, I.; Fabrellas, N.; Arslanow, A.; 

Expósito, C.; et al. Transient elastography for screening of liver fibrosis: Cost‐effectiveness analysis from six prospective cohorts 

in Europe and Asia. J. Hepatol. 2019, 71, 1141–1151, doi:10.1016/j.jhep.2019.08.019. 

11. Ghany, M.G.; Morgan, T.R. Hepatitis C Guidance 2019 Update: American Association for the Study of Liver Diseases–Infectious 

Diseases Society of America Recommendations  for Testing, Managing, and Treating Hepatitis C Virus  Infection. Hepatology 

2020, 71, 686–721, doi:10.1002/hep.31060. 

12. Omata, M.; Kanda, T.; Weii, L.; Yu, M.‐L.; Chuang, W.‐L.; Ibrahim, A.; Lesmana, C.R.A.; Sollano, J.; Kumar, M.; Jindal, A.; et al. 

APASL consensus statements and recommendations for hepatitis C prevention, epidemiology, and laboratory testing. Hepatol. 

Int. 2016, 10, 681–701, doi:10.1007/s12072‐016‐9736‐3. 



Diagnostics 2021, 11, 2236  10  of  11 
 

 

13. World Health Organization. Guidelines for the Screening, Care and Treatment of Persons with Hepatitis C Infection. Available 

online: https://www.who.int/hepatitis/publications/hepatitis‐c‐guidelines‐2016/en/ (accessed on 30 March 2021). 

14. Hagström, H.;  Talbäck, M.; Andreasson, A.; Walldius, G.; Hammar, N.  Repeated  FIB‐4 measurements  can  help  identify 

individuals at risk of severe liver disease. J. Hepatol. 2020, 73, 1023–1029, doi:10.1016/j.jhep.2020.06.007. 

15. Angeli, P.; Bernardi, M.; Villanueva, C.; Francoz, C.; Mookerjee, R.P.; Trebicka, J.; Krag, A.; Laleman, W.; Gines, P. EASL Clinical 

Practice  Guidelines  for  the  management  of  patients  with  decompensated  cirrhosis.  J.  Hepatol.  2018,  69,  406–460, 

doi:10.1016/j.jhep.2018.03.024. 

16. Afdhal, N.H.; Bacon, B.R.; Patel, K.; Lawitz, E.J.; Gordon, S.C.; Nelson, D.R.; Challies, T.L.; Nasser, I.; Garg, J.; Wei, L.J.; et al. 

Accuracy of fibroscan, compared with histology, in analysis of liver fibrosis in patients with hepatitis B or C: A united states 

multicenter study. Clin. Gastroenterol. Hepatol. 2015, 13, 772–779, doi:10.1016/j.cgh.2014.12.014. 

17. Chou, R.; Wasson, N. Blood  tests  to  diagnose  fibrosis  or  cirrhosis  in  patients with  chronic  hepatitis C  virus  infection: A 

systematic review. Ann. Intern. Med. 2013, 158, 807–820, doi:10.7326/0003‐4819‐158‐11‐201306040‐00005. 

18. Degos, F.; Perez, P.; Roche, B.; Mahmoudi, A.; Asselineau,  J.; Voitot, H.; Bedossa, P. Diagnostic accuracy of FibroScan and 

comparison to liver fibrosis biomarkers in chronic viral hepatitis: A multicenter prospective study (the FIBROSTIC study). J. 

Hepatol. 2010, 53, 1013–1021, doi:10.1016/j.jhep.2010.05.035. 

19. Herrmann, E.; de Lédinghen, V.; Cassinotto, C.; Chu, W.C.W.; Leung, V.Y.F.; Ferraioli, G.; Filice, C.; Castera, L.; Vilgrain, V.; 

Ronot, M.; et al. Assessment of biopsy‐proven liver fibrosis by two‐dimensional shear wave elastography: An individual patient 

data‐based meta‐analysis. Hepatology 2018, 67, 260–272, doi:10.1002/hep.29179. 

20. Hu, X.; Qiu, L.; Liu, D.; Qian, L. Acoustic Radiation Force Impulse (ARFI) Elastography for non‐invasive evaluation of hepatic 

fibrosis  in  chronic  hepatitis  B  and  C  patients:  A  systematic  review  and  meta‐analysis.  Med.  Ultrason.  2017,  19,  23–31, 

doi:10.11152/mu‐942. 

21. Zarski, J.P.; Sturm, N.; Desmorat, H.; Melin, P.; Raabe, J.J.; Bonny, C.; Sogni, P.; Pinta, A.; Rouanet, S.; Babany, G.; et al. Non‐

invasive  assessment  of  liver  fibrosis  progression  in  hepatitis C  patients  retreated  for  96 weeks with  antiviral  therapy: A 

randomized study. Liver Int. 2010, 30, 1049–1058, doi:10.1111/j.1478‐3231.2010.02265.x. 

22. Sterling, R.K.; Lissen, E.; Clumeck, N.; Sola, R.; Correa, M.C.; Montaner,  J.; Sulkowski, M.S.; Torriani, F.J.; Dieterich, D.T.; 

Thomas, D.L.;  et  al. Development of  a  simple noninvasive  index  to predict  significant  fibrosis  in patients with HIV/HCV 

coinfection. Hepatology 2006, 43, 1317–1325, doi:10.1002/hep.21178. 

23. Boursier, J.; Vergniol, J.; Guillet, A.; Hiriart, J.B.; Lannes, A.; Le Bail, B.; Michalak, S.; Chermak, F.; Bertrais, S.; Foucher, J.; et al. 

Diagnostic accuracy and prognostic significance of blood fibrosis tests and liver stiffness measurement by FibroScan in non‐

alcoholic fatty liver disease. J. Hepatol. 2016, 65, 570–578, doi:10.1016/j.jhep.2016.04.023. 

24. Berzigotti, A.; Boursier, J.; Castera, L.; Cazzagon, N.; Friedrich‐Rust, M.; Petta, S.; Thiele, M.; Tsochatzis, E. Easl Clinical Practice 

Guidelines (Cpgs) On Non‐Invasive Tests For Evaluation Of Liver Disease Severity And Prognosis‐ 2020 Update. J. Hepatol. 

2021, 75, 659–689, doi:10.1016/j.jhep.2021.05.025. 

25. Dufour, D.R.; Lott, J.A.; Nolte, F.S.; Gretch, D.R.; Koff, R.S.; Seeff, L.B. Diagnosis and monitoring of hepatic injury. I. Performance 

characteristics of laboratory tests. Clin. Chem. 2000, 46, 2027–2049, doi:10.1093/clinchem/46.12.2027. 

26. Craxi, A.; Almasio, P. Diagnostic approach to liver enzyme elevation. J. Hepatol. 1996, 25, 47–51. 

27. Grundy, S.; Stone, N.; Bailey, A.; Beam, C.; Birtcher, K.; Blumenthal, R. Guideline on the Management of Blood Cholesterol. J. 

Am. Coll. Cardiol. 2019, 73, e285–e350, doi:10.1161/CIR.0000000000000625. 

28. Chan, W.; Treeprasertsuk, S.; Goh, G.; Fan, J.; Song, M.; Charatcharoenwitthaya, P.; Duseja, A.; Dan, Y.; Imajo, K.; Nakajima, A.; 

et al. Optimizing Use of Nonalcoholic Fatty Liver Disease Fibrosis Score, Fibrosis‐4 Score, and Liver Stiffness Measurement to 

Identify Patients With Advanced Fibrosis. Clin. Gastroenterol. Hepatol. 2019, 17, 2570–2580, doi:10.1016/J.CGH.2019.03.006. 

29. McPherson, S.; Anstee, Q.M.; Henderson, E.; Day, C.P.; Burt, A.D. Are simple noninvasive scoring systems for fibrosis reliable 

in  patients  with  NAFLD  and  normal  ALT  levels?  Eur.  J.  Gastroenterol.  Hepatol.  2013,  25,  652–658, 

doi:10.1097/MEG.0b013e32835d72cf. 

30. Sonneveld, M.J.; Brouwer, W.P.; Chan, H.L.Y.; Piratvisuth, T.; Jia, J.D.; Zeuzem, S.; Liaw, Y.F.; Hansen, B.E.; Choi, H.; Wat, C.; 

et al. Optimisation of  the use of APRI and FIB‐4  to rule out cirrhosis  in patients with chronic hepatitis B: Results  from  the 

SONIC‐B study. Lancet Gastroenterol. Hepatol. 2019, 4, 538–544, doi:10.1016/S2468‐1253(19)30087‐1. 

31. Srivastava, A.; Gailer, R.; Tanwar, S.; Trembling, P.; Parkes, J.; Rodger, A.; Suri, D.; Thorburn, D.; Sennett, K.; Morgan, S.; et al. 

Prospective evaluation of a primary care referral pathway for patients with non‐alcoholic fatty liver disease. J. Hepatol. 2019, 71, 

371–378, doi:10.1016/j.jhep.2019.03.033. 

32. Wong, V.W.‐S.; Adams, L.A.; de Lédinghen, V.; Wong, G.L.‐H.; Sookoian, S. Noninvasive biomarkers in NAFLD and NASH—

current progress and future promise. Nat. Rev. Gastroenterol. Hepatol. 2018, 15, 461–478, doi:10.1038/s41575‐018‐0014‐9. 

33. Tsochatzis, E.A.; Newsome, P.N. Non‐alcoholic fatty liver disease and the interface between primary and secondary care. Lancet 

Gastroenterol. Hepatol. 2018, 3, 509–517, doi:10.1016/S2468‐1253(18)30077‐3. 

34. Dongiovanni,  P.;  Petta,  S.; Maglio, C.;  Fracanzani, A.L.;  Pipitone,  R.; Mozzi,  E.; Motta,  B.M.; Kaminska, D.;  Rametta,  R.; 

Grimaudo,  S.  Transmembrane  6  superfamily  member  2  gene  variant  disentangles  nonalcoholic  steatohepatitis  from 

cardiovascular disease. Hepatology 2015, 61, 506–514, doi:10.1002/hep.27490. 

35. Younossi, Z.M.; Loomba, R.; Anstee, Q.M.; Rinella, M.E.; Bugianesi, E.; Marchesini, G.; Neuschwander‐Tetri, B.A.; Serfaty, L.; 

Negro, F.; Caldwell, S.H.; et al. Diagnostic modalities  for nonalcoholic  fatty  liver disease, nonalcoholic  steatohepatitis, and 

associated fibrosis. Hepatology 2018, 68, 349–360, doi:10.1002/hep.29721. 



Diagnostics 2021, 11, 2236  11  of  11 
 

 

36. Bril, F.; McPhaul, M.J.; Caulfield, M.P.; Clark, V.C.; Soldevilla‐Pico, C.; Firpi‐Morell, R.J.; Lai, J.; Shiffman, D.; Rowland, C.M.; 

Cusi, K. Performance of plasma biomarkers and diagnostic panels for nonalcoholic steatohepatitis and advanced fibrosis  in 

patients with type 2 diabetes. Diabetes Care 2020, 43, 290–297, doi:10.2337/dc19‐1071. 

37. Lomonaco, R.; Leiva, E.G.; Bril, F.; Shrestha, S.; Mansour, L.; Budd, J.; Romero, J.P.; Schmidt, S.; Chang, K.L.; Samraj, G.; et al. 

Advanced liver fibrosis is common in patients with type 2 diabetes followed in the outpatient setting: The need for systematic 

screening. Diabetes Care 2021, 44, 399–406, doi:10.2337/dc20‐1997. 

38. Fang, C.; Sidhu, P.S. Ultrasound‐based  liver elastography: Current results and  future perspectives. Abdom. Radiol. 2020, 45, 

3463–3472, doi:10.1007/S00261‐020‐02717‐X. 

39. Popa, A.; Bende, F.; Șirli, R.; Popescu, A.; Bâldea, V.; Lupușoru, R.; Cotrău, R.; Fofiu, R.; Foncea, C.; Sporea, I. Quantification of 

Liver Fibrosis, Steatosis, and Viscosity Using Multiparametric Ultrasound  in Patients with Non‐Alcoholic Liver Disease: A 

“Real‐Life” Cohort Study. Diagnostics 2021, 11, 783, doi:10.3390/DIAGNOSTICS11050783. 

40. Sugimoto, K.; Moriyasu, F.; Oshiro, H.; Takeuchi, H.; Abe, M.; Yoshimasu, Y.; Kasai, Y.; Sakamaki, K.; Hara, T.; Itoi, T. The Role 

of  Multiparametric  US  of  the  Liver  for  the  Evaluation  of  Nonalcoholic  Steatohepatitis.  Radiology  2020,  296,  532–540, 

doi:10.1148/RADIOL.2020192665. 

 

 


